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Description 

[0001] La presente invention se rapporte a I'obtention de cellules ES d'oiseau, en particulier a un procede de culture 
et a un milieu permettant la culture de ces cellules. 
5 [0002] En effet, dans le cadre de la mise au point de technique de production de proteines recombinantes, le deve- 
loppement d'une technique de transgenese chez les oiseaux domestiques aura des retombees economiques extre- 
mement importantes dans deux applications majeures: 

- 1 . le developpement de souches aviaires presentant des caracteres genetiques determines (resistance a certai- 
10 nes maladies, performances de croissance, etc) 

- 2. le developpement de systemes de production de proteines recombinantes dans I'albumen de I'oeuf. 

[0003] L'industrie biotechnologique s'interesse de plus en plus a la possibility de produire des proteines d'interet 
dans des fluides biologiques ou des organismes (sang, lait, plantes, ...). La production de telles proteines dans I'oeuf 
15 d'oiseau domestique constituera certainement dans cette voie une avancee technologique majeure pour plusieurs 
raisons: 

de nombreuses proteines de mammiferes ne peuvent etre produites en systeme mammifere car leursurabondance 
dans ces organismes presente des effets deleteres (exemple: I'erythropoietine qui chez le lapin induit des hyper- 

20 globulinemies pathologiques). Beaucoup de ces proteines d'interet ne presentent pas d'activite croisee avec celles 

des oiseaux, autorisant ainsi leur surproduction dans un organisme aviaire sans effet pathologique majeur; 
il est tres vraisemblable que la commercialisation de proteines recombinantes produites chez des mammiferes se 
heurtera a des problemes sanitaires lies a la presence chez cette especes d'organismes latents potentiellement 
pathogcncs pour I'Homme (lentivirus, prions,...). Ce risque est tres minime, pour ne pas dire quasiment inexistant, 

25 pour des agents pathogenes des oiseaux domestiques; 

I'oeuf constitue un "tissu" tres dense en un petit nombre de proteines. Par exemple la proteine majeure de I'oeuf 
d'oiseau. I'ovalbumine represente 54 % des proteines du blanc d'oeuf, soit un poids sec moyen par oeuf de 2 
grammes de matiere seche environ. On peut raisonablement imaginer produire par oeuf au moins 10% de cette 
masse en proteine recombinante. La rentabilite economique apparait tres grande si Ton considere qu'une poule 

30 pond en moyenne 2 oeufs tous les trois jours, et cette rentabilite apparait tres superieure a celle de grands mam- 

miferes si Ton considere les couts d'elevage bien moindres des oiseaux domestiques. 

[0004] La realisation d'oiseaux transgeniques est possible actuellement avec un cout extremement eleve a cause 
de sa tres faible efficacite. En effet chez les oiseaux la technique de microinjection d'ADN dans I'oeuf est quasiment 
35 impossible. D'autre part I'utilisation du systeme des retrovirus vecteurs, le seul syteme eff icace a ce jour, reste complexe 
et se heurtera certainement a une reticence de la part des industriels pour des raisons sanitaires. 
[0005] Une avancee tres importante a la realisation d'animaux transgeniques a ete apportee chez la souris par le 
developpement de la technologie des cellules ES. 

[0006] Les cellules ES (pour Embryonic Stem cells) sont des cellules embryonnaires totipotentes capables de re- 
40 generer tous les tissus de l'embryon : y compris le tissu germinal, apres leur injection dans des embryons tres precoces. 
Ces cellules peuvent done etre considerees comme des chevaux de Troie pour introduire de nouvelles informations 
genetiques dans le patrimoine genetique d'un animal. La possibility de cultiver ces cellules a long terme in vitro, offre 
la possibilite d'exercer de nombreux controles avant leur implantation in vivo. D'autre part ces cellules peuvent etre 
conservees de facon illimitee dans I'azote liquide, ce qui constitue une possibilite de stockage d'un patrimoine gene- 
45 tique. 

[0007] ^utilisation de cellules ES constitue aujourdhui chez les oiseaux domestiques la voie la plus prometteuse 
pour la realisation efficace d'animaux transgeniques. Des travaux recents d'un groupe canadien (R. Etches a la station 
de Guelph) ont suggere que des cellules ES doivent exister dans Tembryon d'oiseau (Petitte et al., 1990). Ce groupe 
a reussi la transplantation de telles cellules dans des embryons, et par suite, la production d'animaux dont le patrimoine 
so genetique est derive des cellules greffees. Cependant ace jour la culture de ces cellules in vitro n'a pas pu etre reussie ; 
par consequent ces cellules n'ont pas pu etre utilisees pourtransferer de fagon stable un transgene. C'est la un blocage 
majeur a I' exploitation de la technologie des cellules ES chez les oiseaux. Les cellules ES peuvent etre caracterisees 
par trois types de criteres essentiels : 

55 - morphologie 

activite phosphatase alcaline endogene 

reaction avec des anticorps specifiques d'un etat de totipotence (ECMA-7, SSEA-1 et SSEA-3 notamment). 
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[0008] Aucune culture de cellules ES identifies par I'ensemble de ces caracteristiques n'a pu etre obtenue a ce jour. 
[0009] C'est pourquoi la presente invention a pour objet un milieu de culture de cellules embryonnaires totipotentes 
aviaires du type comportant un milieu de culture pour cellules aviaires, caracterise en ce qu'il comporte des elements 
complementaires dudit milieu de culture pour cellules aviaires, lesdits elements complementaires etant choisis dans 
5 le groupe comprenant : les cytokines, les facteurs de croissance des fibroblastes, les facteurs de croissance analogue 
de I'insuline, les facteurs de croissance des cellules souches, 
et en ce qu'il est substantietlement depourvu d'acide retinoique actif. 

[0010] De maniere avantageuse, I'acide retinoique est substantiellement inactive par des anticorps anti-acide reti- 
noique (ARMA) presents dans le milieu. 

10 [0011] En effet, les milieux employes contiennent souvent du serum, dont on ne peut controler la quantite endogene 
d'acide retinoique. En testant I'effe, de Incorporation au milieu de culture d'un anticorps monoclonal anti-acide reti- 
noique qui neutraliserait Taction de oe dernier, sur la differenciation des cellules, la Demanderesse a constate que la 
presence de cet anticorps accroit la presence dans les cultures de cellules et colonies a activite phosphatase alcaline. 
[0012] La cytokine peut notamment etrechoisie parmi le LIF, IL-11 , IL-6, CNTF et oncostatine M (OSM) ; de maniere 

is avantageuse les cytokines presentes dans le milieu de culture decrit precedemment, comprennent au moins une cy- 
tokine choisie dans le groupe constitue de LIF, IL-11, IL-6, et leurs differents melanges, qui donnent les meilleurs 
resultats de stimulation de croissance. 

[001 3] De preference, le f acteur de croissance des fibroblastes est le b- FGF (ou basic Fibroblast Growth Factor) ct 
le facteur de croissance analogue de I'insuline est l'IFG-1 . 
20 [001 4] Le facteur de croissance des cellules souches (ou SCF) est de preference I'a-SCF (ou avian Stem Ceil Factor) 
et le m-SCF (ou murine Stem Cell Factor). 

[0015] L'un des aspects preferes de I'invention concerne un milieu de culture qui contient, outre les elements nutritifs 
de base necessaires a la croissance de cellules, une combinaison de b-FGF, SCF et LIF. En outre, la presence dans 
Ic milieu d'un anticorps monoclonal neutralisant I'activite de differenciation exercee par I'acide retinoique augmente le 

25 nombre de cellules souches embryogenes totipotentes. 

[0016] La presence d'un tapis de cellules nourricieres favorise la croissance de cellules ES aviaires. Divers types 
de cellules connues de I'homme du metier peuvent etre utilisees ; on peut citer en particulier des cellules telles que 
les cellules STO, traitees a la mitomycine ou irradiees, les cellules BRL-3A, les cellules LMH, les cellules QT6 et 
cellules QT6 modifiees telles que les cellules QT6 Isolde, les cellules differenciees etablies en lignee a partir des 

30 cultures de cellules souches embryonnaires induites a differencier. 

[0017] Les cellules STO sont des fibroblastes d'embryons de souris (catalogue ATCC); les cellules BRL-3A (cata- 
logue ATCC) sont des cellules defoie de "Buffalo rat liver. Les cellules QT6 (catalogue ATCC) et cellules QT6 modifiees 
telles que les cellules QT6 Isolde sont des fibroblastes de caille (Cosset et col., 1990, J. Virol. 64, 10170-1078) ct les 
cellules LMH proviennent de carcinome de foie de poulet (Kawagucchi et col., 1 987, Cancer Res., 47, 4460-4464). 

35 [0018] Le milieu de culture contient en outre differents elements nutritifs essentiels et des antibiotiques. 

[0019] Un milieu de culture particulierement adapte a la presente invention possede la composition suivante : 



50 



BHK-21 


Serum foetal de bovin 


10% 


Serum de poulet 


2% 


Conalbumine 


20 ng/ml 


Acides amines non essentiels 


1% 


Pyruvate de sodium 


1 mM 


Nucleosides stock 


1% 


Hepes (1M) 


10 mM 


p-mercaptoethanol 


-0,2 mM 


Penicilline 


100 U/ml 


Streptomycine 


100 |xg/ml 


Gentamycine 


10 ng/ml 



Additifs: 




Final 


bFGF 


de 1 a 20 ng/ml 
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(suite) 





Addltifs: 




Final 


5 


a-SCF 


de 0,5% a 2% vol SN de COS/vol 




1GF-1 


de 5 a 50 ng/ml 




LIF 


de 1 000 a 5000 U/ml de forme purifiee soit environ de 0,1 % a 2% vol/vol de surnageant de culture de 






cellules COS transferees 


10 


IL-6 


de 5 a 50 ng/ml (environ de 0,1% a 2% vol/vol de surnageant de culture de cellules COS transferees) 


IL-11 


de 5 a 50 ng/ml (environ de 0,1% a 2% vol/vol de surnageant de culture de cellules COS transferees) 



[0020] De maniere avantageuse la concentration en bFGF est superieure a 5 ng/ml et la concentration en IGF-1 est 
superieure a 10 ng/ml. avec le stock de nucleosides constitue du melange : 

15 



adenosine 


80 mg 


guanosine 


85 mg 


cytidine 


73 mg 


uridine 


73 mg 


thymidine 


24 mg 


H 2 0 


100 ml 



et SN de Cos representant un surnageant de culture de cellules COS-7 transferees en expression transitoire avec 
25 un vecteur d* expression du cDNA du f acteur considere, 

et convient a la culture de cellules embryonnaires totipotentes d'oiseau. 

[0021] Le milieu BHK21 (ou milieu MEM) est un milieu de culture qui a ete decrit notamment par Me Pherson, I., et 
Stoker (1962, Virology 16, 147). 

[0022] Hepes est de I'hydroxy-ethyl-piperazine-ethane-sulfonate. 
30 [0023] Selon un autre aspect, ['invention a pour objet un proeede de culture de cellules embryonnaires totipotentes 
aviaires (ou cellules ES aviaires), caracterise en ce que : 

. a) on met en suspension des cellules provenant de disques blastodermiques d'oeufs fecondes dans un milieu de 
culture pour cellules aviaires comprenant en outre au moins un compose choisi parmi les cytokines, les facteurs 
35 de croissance des fibroblastes, les facteurs de croissance analogue de I'insuline, les facteurs de croissance des 

cellules souches, et dans lequel I'acide retinoique est substantiellement inactive, 

b) on ensemence un tapis de cellules nourricieres ou une boite de culture gelatinee avec la suspension obtenue 
a Tissue de I'etape a), 

c) on met les cellules a incuber pendant une duree determinee, 

40 d) les cellules en culture sont prelevees et purifiees afin de recuperer des cellules ES d'oiseau. 

[0024] De preference, entre les etapes c) ct d) on effectue une ou plusieurs additions echelonnees dans le temps, 
de milieu neuf identique a celui utilise dans I'etape a). 

[0025] Dans un de ses modes de mise en oeuvre, au cours de I'etape c), on effectue un reensemencement du milieu 
45 par une suspension de cellules identique a la suspension preparee a I'etape a). 

[0026] Le milieu de I'etape a) contient de preference les elements suivants: b-FGF, a-SCF, IGF-1, LIF, IL-11, IL-6 et 
anticorps anti-acide retinoique. Selon Tun des aspects de Invention, il contient en outre les composes suivants : 



Serum foetal de bovin 
Serum de poulet 
Conalbumine 

Acides amines non essentiels 
Pyruvate de sodium 
Stock de nucleosides 
Hepes (1M) 
p-mercaptoethanol 
Penicilline 
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Streptomycine 
Gentamycine 

avec le stock de nucleosides, constitue du melange : 
5 adenosine, guanosine, cytidine, uridine et thymidine en solution aqueuse. 

[0027] De maniere facultative, au cours du procede selon I'invention, on effectue entre les etapes c) et d) I'addition 

de milieu neuf au 3 6me jour puis le milieu est change tous les jours jusqu'au prochain repiquage. 

[0028] L'etape d) peut notamment etre effectuee par traitement enzymatique, lavage dans un milieu ne contenant 

pas de facteur de croissance et centrifugation. 
10 [0029] On peut recueillirdirectement les cultures primairesde cellules, quiserontensuitecongelees, ou bien realiser 

des cultures secondaires successives a partir des cellules de la culture primaire. Dans ce cas, a Tissue de l'etape d), 

on effectue une etape c) dans laquelle, les cellules ES sont reensemencees sur un tapis de cellules nourricieres, ou 

sur boites gelatinees, de maniere a obtenir une culture secondaire. 

[0030] Les etapes d) et e) peuvent etre repetees plusieurs fois pour avoir des cultures tertiaires et successives. 
15 [0031] Le tapis de cellules nourricieres peut etre constitue de differents types de cellules decrits precedemment, 
notamment de cellules STO mitomycinees ou irradiees: 

[0032] Un autre des objets de I'invention est une culture de cellules ES d'oiseau, ou des cellules ES aviaires, sus- 
ceptibles d'etre obtenues par le procede defini ci-dessus. Une cellule embryonnaire totipotente avlaire modlfiee peut 
etre obtenue par integration du gene codant pour une proteine heterologue dans le genome d'une cellule ES-aviaire 
20 en culture. 

[0033] Enfin, un procede de production d'une proteine recombinante, caracterise en ce qu'on integre le gene codant 
pour ladite proteine dans le genome d'une cellule embryonnaire totipotente aviaire en culture est egalement compris 
dans I'invention. 

[0034] La Demanderesse a mis au point un milieu de culture et des conditions de culture in vitro permettant de 
25 maintenir en culture des cellules d'oiseau qui presentent des proprietes morphologiques, cinetiques et histochimiques 
rappelant ceiles des cellules embryonnaires totipotentes. Ces observations ont ete effectuees aussi bien avec des 
cellules derivant de disques blastodermiques de caille que de poulet. La croissance de ces cellules en culture in vitro 
est rendue possible par la mise au point d'un milieu original specialement adapte a la culture de cellules embryonnaires 
d'oiseau. On sait que la presence, le maintien et la propagation de cellules totipotentes en culture permettent leur 
30 injection dans des embryons receveurs. La contribution k la morphogenese des tissus somatiques et germinaux chez 
les animaux receveurs grace a un caractere totipotent, peut conduire & Pobtention d'animaux transgeniques. 
[0035] Les exemples qui suivent sont destines a illustrer I'invention sans aucunement en limiter la portee. Dans ces 
exemples, on se referera aux figures suivantes : 



35 Figure 1 : Effet des combinaisons de facteurs 

blastodermes de caille, 0,75 bl/ml 
fond de gelatine 
culture de 3 j 



40 



55 



Figure 2: effet de I'anticorps anti-acide retinoique (ARMA) 



blastodermes de caille, 0,75 bl/ml 
fond avec ou sans gelatine 
45 - culture de 4 j 

Figure 3: comparaison de differentes cytokines 

blastodermes de caille, 2 bl/ml 
50 - fond avec gelatine 

culture de 2 + 3 j 

Figure 4: Comparaison d'un ensemencement sur gelatine et sur tapis de cellules traitees & la mitomycine C en 
presence de differentes cytokines appartenant toutes a la meme familie. 



4A: 

blastodermes de caille, 1 + 1 ,5 bl/ml 
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fond avec gelatine 
culture de 3 + 4j 

4B: 

5 

blastodermes de caille : 1 + 1 ,5 bl/ml 
fond avec cellules STO 
culture de 3 + 4j 

10 Figure 5: Activite phosphatase alcallne et reconnaissance par ECMA-7 

blastodermes de caille, 1 ,5 bl/ml 
fond avec cellules STO 
culture de 2 + 3 j 

75 

Figure 6: Activite phosphatase alcaline et reconnaissance par NC-1 

blastodermes de caille, 1 ,5 bl/ml 
fond avec cellules STO 
20 - culture de 2 + 3 j 

Figure 7: Animaux chimeres obtenus par injection in ovo dans des embryons de cellules maintenues en culture. 
Cellules injectees apres 8 ou 10 jours de culture. 

2$ Materiel et methodes 

Preparation des cellules 

[0036] Les oeufs de poules fraichement pondus, non incubes, correspondent au stade X de developpement (Eyal 
30 Giladi and Kovak, 1 976) ; les oeufs de caille " C. coturnix japonica" sont egalement utilises des la ponte et non incubes. 
[0037] Le disque blastodermique (3-4 mm de diametre pour la poule, 2-2,5 mm pour la caille) est preleve a I'aide 
d'une pipette pasteur dans du milieu complet sans facteurs. Les cellules sont centrifugees a 200 g, lavees deux fois 
dans du milieu afin d'eliminer le maximum de vitellus contaminant, resuspendues a raison de 2 disques pour 1 ml de 
milieu et dissociees mecaniquement par passage dans une aiguille de 23 G. Les facteurs soin alors ajoutes. 
35 [0038] La suspension cellulaire est deposee: 

soit sur boites ou puits (Costar) prealablement gelatines (0.2 % gelatine, 1 h a t° ambiante), 
soit sur un tapis de cellules STO prealablement traitees a la mitomycine C (90 min, 37°c, 5 ng/ml) et re-ensemen- 
cees a raison de 1 0 5 cellules / cm 2 , 
40 - soit sur un tapis de cellules Isolde prealablement traitees a la mitomycine C (90 min, 37°c, 5 u,g/ml) et re-ensem- 
mencees a raison de 1 0 5 cellules / cm 2 . 



Milieu de culture STO : 




final 


DMEM 

Serum foetal Bovin 
Penicilline 
Streptomycine 
L-Glutamine 


10% 
100 U/ml 
100 u.g/ml 
2mM 
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Milieu de culture Isolde : 




final 


DMEM 
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(suite) 
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Milieu de culture Isolde : 




final 


Serum foetal Bovin 


ft % 

o /o 


Serum de poulet 


2% 


Penicilline 


100 U/ml 


Streptomycine 


1 00 u,g/ml 


G418 


100 |ig/ml 


Hygromycine 


50 u.g/ml 


Phleomycine 


50 |ig/ml 


TBP (bouillon tryptose phosphate) 


10% 



15 



20 



25 



30 



[0039] Les drogues de selection sont ajoutees en entretien mais enlevees deux jours avant le traitement a la mito- 
mycine C. 

[0040] Dans tous les cas, un second ensemencement est realise dans les memes conditions apres deux jours de 
culture. 

Cultures 

[0041] Les cultures sont incubees a 37 °C ou a 41° C, dans une atmosphere controlee en C0 2 (7,5 %) et leur 
evolution est suivie au microscope en contraste de phase. Une addition partielle (50 %) de milieu neuf avec lesfacteurs 
est realisee le 3 « me jour de culture, puis le milieu est change tous les jours. A chaque moment, les cellules en croissance 
peuvent etre soit fixees pour etude, soit prelevees pour etre re-ensemencees en culture secondaire ou superieure, 
sur tapis de cellules STO mitomycinees irradiees ou sur boites gelatinees. 

[0042] En cas de fixation, les cellules sont lavees en Tris-Glucose deux fois, puis fixees in situ 15 min dans une 
solution de paraformaldehyde 4 % a froid (0-4 °C). Apres plusieurs lavages au PBS, differentes colorations peuvent 
etre realisees selon Tun des protocoles suivants : 

* detection de I'activite phosphatase alcaline endogene, 



35 



40 



45 



50 



tampon de reaction j NaCI 


100 mM 


■ { Tris HCI pH 9.5 


100 mM 


j MgCI 2 


5mM 


| NBT 


1 mg/ml 


| BCIP 


0,1 m/ml 


I H 2° 





(temps de lecture, de 5 a 30 min, 37°c) 
* detection de I'activite de p-galactosidase exogene 



tampon de reaction 


Ferricyanure de K 


5 mM 




Ferrocyanure de K 


5 mM 




MgCI 2 


5 mM 




X-gal 


1 mg/ml 




PBS 





(temps de lecture, de 1 a2heures, 37°c) 
detection par immunocytochimie de la presence d'epitopes specifiques (reaction a 4°c) 



55 



blocage en tampon PBS - BSA (1 mg/ml) 
lavage en PBS - BSA 

anticorps primaire 1/ 10 6me ou 1/ 50® me 
anticorps secondaire fluorescent 1/ 50® me 
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la detection est realisee sous microscope inverse a fluorescence. 
Repiquage 

5 [0043] En cas de passage en culture secondaire ou successive, les cellules sont lavees en Tris-Glucose deux fois, 
puis incubees 10-30 min dans une solution enzymatique. On peut utiliser une solution de collagenase-dispase (1 mg/ 
ml soit 1 U/ml final) a laquelle une solution de hyaluronidase (1 mg/ml final soit 1 U/ml) peut etre ajoutee ; on peut 
egalement utiliser une solution de pronase a 0,25 mg/ml final. Les cellules ou les petits amas de cellules ainsi isoles 
enzymatiquement sont lavees en milieu ESA, resuspendus, deposes sur un coussin de milieu de separation de lym- 

w phocyte de densite (d= 1 ,077-1 ,080) et centrifuges 20 min a t° ambiante a 800 g afin de debarasser les cellules non 
differenciees de blatodermes des cellules du tapis, des debris divers et des restes de vitellus contaminants. L'interface 
est alors prelevee, lavee deux fois en milieu ESA. Le culot cellulaire obtenu est resuspendu et dissocie legerement 
mecaniquement avant d'etre ensemence sur un nouveau tapis de cellules nourricieres, comme precedemment decrit. 
L' equivalent de 6 disques blastodermiques initiaux est re-ensemence dans 2 ml. Cette etape de gradient n'est parfois 

is pas necessaire lors des passages successifs, en fonction de la tres grande homogeneite des cultures obtenues. 

[0044] Les cellules dissociees peuvent etre deposees sur un gradient multicouche de Percoll et centrifugees dans 
les memes conditions. Les interfaces sont alors prelevees, lavees dans un milieu ESA et les cellules les plus immatures 
des interfaces superieures reensemencees, ou injectees dans des embryons receveurs. 

20 Congelation 

[0045] A Tissue de la culture primaire ou successive, les cellules recuperees de gradient peuvent etre congelees 
dans un melange constitue de 40 % FBS, 50 % milieu ESA ct 1 0 % DMSO. Les cellules equivalent a 24 blastodisques 
initiaux sont reprises dans 0,5 ml de milieu ESA, resuspendues et 0,4 ml de serum est ajoute. 0,1 ml de DMSO est 
25 alors ajoute tres lentement. La suspension de congelation est repartie dans des tubes a congelation (0,5 ml/tube) et 
congelee lentement a -80 'c avant d'etre transferee dans I'azote liquide. 

Resultats 

30 [0046] Un milieu de base appele milieu "ESA" pour "Embryonic Stem cells Avian" derivant d'un milieu utilise pour 
les cellules ES murines a ete prepare. II presente la composition suivante : 



Milieu "ESA": 




final 


BHK-21 




Foetal Bovine Serum 


10% 


Serum de poulet 


2% 


Conalbumine 


20 ng/ml 


Acide Amines non essentiels 


1 % 


Pyruvate de sodium 


1 mM 


Stock de nucleosides 


1 % 


Hepes (1 M) 


10mM 


p-mercaptoethanol 


0.2 mM 


Penicilline 


100 U/ml 


Streptomycine 


1 00 jxg/ml 


Gentamycine 


1 0 ng/ml 



[0047] A ce milieu de base "ESA", des facteurs de croissance ont ete ajoutes afin de comparer leur contribution 
respective a la formation de colonies presentant un caractere morphoiogique et biochimique interessant. Leurs con- 
centrations sont indiquees ci-apres : 



Additifs: 




stock 


final 


bFGF 


1 0 u.g/ml 


1 0 ng/ml 
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(suite) 



Additifs: 




stock 


final 


a-SCF 


SN de Cos trans * 


1 % vol/vol 


IGF-1 


1 0 u,g/ml 


20 ng/ml 


LIF 


SN de Cos trans * 


1 % vol/vol 


1L-11 


10|ig/ml 


10 ng/ml \ 


IL-6 


10u,g/ml 


1 0 ng/ml 


ARMA 


10 mg/ml 


1 ng/ml 


OSM 


20 u,g/ml 


20 ng/ml 


CNTF 


20 u,g/ml 


20 ng/ml 


stock de nucleosides 




adenosine 


80 mg 




guanosine 


85 mg 




cytidine 


73 mg 




uridine 


73 mg 




thymidine 


24 mg 




H 2 0 


100 ml 



* sumageant de culture de cellules COS-7 transferees en expression transltolre avec un vecteur d'expresslon du cDNA du facteur consldere. 



[0048] Le premier critere utilise pour evaluer I'effet de ces facteurs et des modifications apportees au milieu a ete la 
detection par coloration biochimique de ractivrte phosphatase alcaline endogene qui semble specifique d'un certain 
nombre de cellules telles que les cellules ES totipotents, les cellules precurseurs derivees de la lignee germinale et 
certaines cellules differenciees, facilement identifiables a leur morphologie epithelioide. 

[0049] Les cellules des disques blastodermiques sont ensemencees en milieu ESA en presence de differentes com- 
binaisons de facteurs. Apres 3 j de culture, les cellules sont fixees, colorees et les colonies positives pour I'activite 
phosphatase alcaline (AP+) sont denombrees. 

[0050] L'effet des differentes combinaisons de facteurs est represents sur la figure 1 . 
Conclusion 

[0051] Parmi les facteurs testes, la combinaison du SCF (Stem Cell Factor d'origine murine -mSCF- ou aviaire 
-aSCF-), du b-FGF (basic Fibroblast Growth Factor) et du LIF (Leukemia Inhibitory Factor) donne le meilleur nombre 
de colonies positives pour Pactivite phosphatase alcaline dans les cultures avec un accroissernent de 2-3 fois par 
rapport a la presence de chaque facteur ajoute individuellement ou deux par deux et par rapport au fond, constitue en 
majorite de cellules faiblement positives et presentant une morphologie epithelioide differenciee. 

II) Effet de I'anticorps anti-acide retinoique (ARMA) 

[0052] Les cellules sont ensemencees soit sur boites non traitees, soit traitees a la gelatine dans du milieu ESA 
complet avec facteurs de croissance aSCF (avian Stem Cell Factor), bFGF (basic- Fibroblast Growth Factor), IGF-1 
(Insulin-like Growth Factor-1) et LIF (Leukemia Inhibitory Factor). L'anticorps ARMA est ajoute a raison de 1 u.g/ml 
final. Les cellules et colonies positives pour I'activite phosphatase alcaline (AP +) sont denombrees apres 4 j de culture. 
[0053] Les resultats sont representes sur la figure 2. 

[0054] Comparativement aux differents moyens decrits comme I'utilisation de resine ou de charbon, et testes pour 
essayer de controler le niveau d'acide retino'ique dans le milieu, I'addition de I'anticorps anti acide retinoique dans le 
milieu donne les meilleurs resultats quant a la qualite et la quantite des colonies presentes dans les cultures 
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Conclusion 

[0055] L'addrtion de I'anticorps anti-acide retinoTque dans le milieu de culture accroit de fagon notable la presence 
et /ou le maintien des colonies a activite phosphatase alcaline. 

5 

III) Effet des cytokines 

[0056] Nous avons voulu verifier si le LIF ou d'autres cytokines de la meme famille pouvait induire la proliferation 
des cellules ES chez Poiseau. 

10 [0057] Les cellules sont ensemencees en milieu ESA complet avec facteurs de croissance aSCF (avian Stem Cell 
Factor), bFGF (basic- Fibroblast Growth Factor), IGF-1 (Insulin-like Growth Factor-1) en presence d'ARMA (1 u,g/ml) 
et apres addition ou non de differentes cytokines de la meme famille LIF (Leukemia Inhibitory Factor), IL-1 1 (Interleukine 
11) et IL-6 (Interleukine 6). Afin d'accroitre I'adhesion et la formation de colonies phosphatase alcaline positives ainsi 
que leurtaille, un second ensemencementa lieu 2jours apres le premier. La fixation, coloration et lecture des colonies 

is a eu lieu 3 jours apres le second ensemencement. 

[0058] La comparaison de I'effet des differentes cytokines est representee sur la figure 3. 

Conclusion 

20 [0059] Le role des cytokines LIF, IL-11 et IL-6 semble particulierement prononce et pratiquement equivalent dans 
Pobtention de colonies positives pour I'activite phosphatase alcaline. 

IV) Role d'un tapis de cellules nourricieres 

25 [0060] Chez la souris, la croissance de certaines cellules ES requiert la presence d'un tapis de cellules nourricieres. 
L' effet de ces cellules sur les cellules d'embryons d'oiseau a ete teste 

[0061] Les cellules sont ensemencees dans un milieu ESA complet avec facteurs de croissance aSCF (avian Stem 
Cell Factor), bFGF (basic-Fibroblast Growth Factor), IGF-1 (Insulin-like Growth Factor-1) et anticorps ARMA (1 u,g/ml) 
comparativement soit sur un fond de gelatine soit sur un tapis de cellules STO traitees a la mitomycine C comme 
30 indique dans le paragraphe Materiel et Methodes. Apres trois jours de culture, un nouvel ensemencement est ajoute 
a la culture. Les cytokines CNTF (Ciliary Neuro-Trophic Factor), OSM (Oncostatin M), LIF (Leukemia Inhibitory Factor), 
IL-11 (Interleukine 11) et IL-6 (Interleukine 6) sont ajoutees dans le milieu aux concentrations indiquees precedemment. 
[0062] La figure 4 A represente la croissance de cellules sur gelatine en presence de differentes cytokines. La figure 
4B represente la croissance de cellules sur un tapis de cellules nourricieres en presence des memes cytokines. 

35 

Conclusion 

[0063] Le nombre de colonies derivant des cellules de blastoderme et present ant une activite phophatase alcaline 
est tres nettemment accru en presence d'un tapis de cellules nourricieres (environ 4-5 fois) avec un maintien entre les 
40 deux systemes des meme sensibilites vis a vis des cytokines ajoutees dans le milieu. Les cytokines LIF, IL-11 et II-6 
presentent les meilleurs resultats de stimulation de croissance. Dans des resultats prelim in a ires, II apparait de plus 
que la combinaison de ces 3 cytokines dans le milieu complet ESA avec facteurs produisent des effets cumulatifs tres 
prometteurs quant au maintien et a la proliferation des colonies tant avec des cellules derivees de disques blastoder- 
miques de caille que de poulet. 

45 

V) Caracteristiques immunocytochimiques 

[0064] Des etudes de reactivite par rapport a differents anticorps ont ete realisees. Les anticorps ECMA-7, SSEA- 
1 et SSEA-3, specifiques d'un etat de totipotence des cellules ES murines sont capables de reconnaitre des epitopes 
50 dans les populations de cellules aviaires, maintenues dans les cultures. Pour illustrer ces reconnaissances par les 
anticorps, des doubles marquages activite phosphatase alcaline ct anticorps demontrent que toutes les cellules ou les 
massifs de cellules reconnues par ECMA-7 presentent une activite phosphatase alcaline. Cette propriete a ete obser- 
vee avec to us les anticorps utilises a des d eg res divers. 

[0065] Les colonies de cellules phosphatase alcaline positives sont pour environ 20 % d'entre elles marquees par 
55 I'anticorps ECMA-7. Cette reconnaissance suggere la presence dans ces massifs et dans ces seules conditions de 
culture de cellules a caractere "ES". Neanmoins, une heterogeneite dans les massifs phosphatase alcaline positifs 
suppose des degres variables dans I'intensite du caractere "ES". 

[0066] Cette heterogeneite de distribution a ete observee sur des cultures primaires. Apres repiquages, la proportion 
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de cellules positives, notamment pour ECMA-7, mais egalement pour SSEA-1 et EMA-1 , tend a s'accroTtre de faeon 
tres importante pour obtenir des cultures tres homogenes. 

[0067] La figure 5 montre respectivement I'activite phosphatase alcaline et la reconnaissance par I'anticorps ECMA- 
7 de colonies de cellules issues de la culture de blastodermes de caille en presence de differentes cytokines. 
5 [0068] Les anticorps SSEA-1 , SSEA-3, egalement utilises sur des cellules ES murines reconnaissent egalement 
des cellules aviaires dans les massifs phosphatase alcaline positifs. 

[0069] Les anticorps NC-1 , HNK-1 diriges respectivement des epitopes de cellules de cretes neurales et de cellules 
"human natural killer" reconnaissent en fait les memes epitopes et ont ete montres comme reconnaissant certaines 
cellules immatures du disque blastodermique de poulet. Dans notre systeme, ces deux anticorps reconnaissent la 
10 encore des cellules dans des massifs a activite phosphatase alcaline. 
[0070] Les resultats avec NC-1 sont represents sur la figure 6. 

[0071] Les cellules sont ensemencees dans un milieu ESA complet avec facteurs de croissance aSCF (avian Stem 
Cell Factor), bFGF (basic-Fibroblast Growth Factor), IGF-1 (Insulin-like Growth Factor-1) et anticorps ARMA (1 |ig/ml) 
sur un tapis de cellules STO traitees a la mitomycine C comme indique dans le paragraphe Materiel et Methodes. 
is Apres deux jours de culture, un nouvel ensemencement est ajoute a la culture. Les cytokines LIF (Leukemia Inhibitory 
Factor), IL-11 (Interleukine 11) et IL-6 (Interleukine 6) sont ajoutees dans le milieu aux concentrations indiquees pre- 
cedemment. La double coloration, activite phosphatase alcaline et detection des epitopes par anticorps est realisee 
suivant les protocoles presentes precedemment. 

[0072] Par ailleurs, I'anticorps EMA-1 (Hahnel and Eddy, 1986) initialement dirige contre des epitopes presents sur 
20 les cellules primordiales de la lignee germinate murine a ete utilise contre ces memes cellules chez le poulet. En testant 
cet anticorps dans notre systeme de culture, nous pouvons demontrer que EMA-1 reconnait des cellules et colonies 
de cellules presentant toutes une activite phosphatase alcaline. II a ete par ailleurs verifie que cet anticorps EMA-1 ne 
reconnaissait les cellules ES murines que dans leur etat de totipotence non differenciee. 

[0073] Les anticorps ont ete testes soit sur des cultures non differenciees obtenues telles que decrites dans Materiel 
25 et Methodes soit sur des cultures qui ont ete traitees avec un exces d'acide retinoique ajoute a la culture (10- 6 M) 
pendant au moins 48 heures. Le tableau ci-apres indique I'etat de reconnaissance par les differents anticorps utilises. 









Anticorps monoclonal 


Non differenciees 


Differenciees 








ECMA-7 


(MM 




SSEA-1 


H 1 H 




SSEA-3 


4-M- 




TEC-Q1 


1 1 1 II 




TEC-02 


+ 


+++ 


TEC-03 


++ 


++ ] 


EMA-1 


MM 


+ 


EMA-6 


+++ 


+ 


TROMA-1 




MM 


NC-1 


MM 


+ 


HNK-1 


till 


+ 


NC-1 et HNK-1 reconnaissent les memes epitopes (Tucker et al, 1984) 
SSEA-1 et TEC 01 reconnaissent les memes epitopes 



[0074] II apparait que 1'expression de ECMA-7 (Kemler et al. (1 981 )) est la plus importante, suggerant une veritable 
nature de cellules ES, queTEC-01 (Draber et al. (1987b)) et SSEA-1 (Solter and Knowles (1978)) reconnaissent les 
memes epitopes sur des cellules non differenciees exclusivement. A I'inverse, I'augmentation d'expression de TEC- 
02 (Draber et al. (1987a)) peut dans ce sens indiquer un etat de differencial on induit ou spontane. L'achevement de 
cette perte de nature ES est caracterisee par ia forte expression de TROMA-1 (Brulet et al. (1980)), present sur les 
seules cellules differenciees. L'ensemble de ces anticorps permet done d'avoir une idee sur I'etat de differenciation 
d'une culture. Des anticorps comme TEC-03 (Draber et al. (1987a)) apparaissent comme relativement indifferents a 
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l'6tat prononce de differenciation. 

[0075] II est par ailleurs a souligner que jusqu'a present ni ECMA-7, ni SSEA-1 , SSEA-3, TEC-01 , TEC-02, TEC- 
03, TROMA-1 n'ont fait I'objet de publication demontrant la reactivite sur des coupes, det* cellules ou tout materiel 
d'origine aviaire. 

5 

Conclusion 

[0076] Parmi les anticorps testes, certains comme ECMA-7 (Kernler et al. (1981)), SSEA-1 (Sorter and Knowles 
(1 978)), SSEA-3 (Shevinsky et al. (1 982)) sont caracteristiques des cellules "ES "murines. Ces anticorps reconnaissent 
10 des cellules done potentiellement totipotentes dans les cultures aviaires. Les memes observations ayant et6 obtenues 
soit avec des cultures de caille soit de poule. D'autres anticorps comme EMA-1 (Hahnel and Eddy (1986)), NC-1 et 
HNK-1 (Obo and Baich (1981)) sont connus pour reconnaitre des Epitopes aviaires (et murin pour EMA-1 , Urven et 
al. (1988)) de cellules tres indifferenciees et done aussi susceptibles de reconnaitre un profi! de cellules souches 
aviaires. 

15 

VI) Repiquage des cellules 

[0077] Les cellules de disques blastodermiques de caille ou de poulet sont ensemencees sur tapis de cellules nour- 
ricieres STO. Apres differents jours de culture, les cellules sont repiquees sur tapis de cellules STO comme decrit en 

20 Materiel et methodes. La detection de cellules et massifs positifs a la fois pour I'activite de phosphatase alcaline et 
pour la colocalisation d'un marquage par ECMA-7 ou NC-1 suggere que les condtions de cultures sont definies pour 
maintenir dans les cultures secondares et tertiaires des cellules a caractere totipotent. Le processus de repiquage 
assure d'ailleurs des apres le premier passage une homogeneite a I'ensemble de la culture, tant morphologiquement, 
que par la detection des differents epitopes. Les massifs de cellules deviennent tres etendus et homogenes, caractere 

25 accru par la grande capacite de ces cellules a se diviser rapidement, contrairement aux cellules differenciees presentes 
initialement dans la culture primaire. Jusqu'a present, ces criteres ^identification et de caractdrisation peuvent etre 
utilises et detectes pendant au moins 5 semaines apres Pensemencement. 

VII) Injection des cellules dans des embryons receveurs 

30 

[0078] Les cellules blastodermiques de poulet obtenues en cultures primaires ou apres repiquages successifs peu- 
vent etre injectees dans des embryons receveurs. Afin de visualiser rapidement une contribution phenotypique des 
cellules du donneur dans un embryon de poussin receveur, les cellules maintenues en culture proviennent d'une souche 
pigmentee et les embryons receveurs d'une souche non pigmentee. Les cellules maintenues en cultures sont disso- 

35 ciees et preparees comme decrit dans Materiel et Methodes selon le meme procede que pour un repiquage. La sus- 
pension cellulaire est alors preparee a raison de 1 a 3 x 10 5 cellules par ml de milieu ESA. L'oeuf f raichement pondu, 
non incube contenant I'embryon reveceur est legerement irradie entre 5 Gy et 7 Gy. Une petite fenetre de quelques 
mm 2 est realisee dans la coquille du receveur par meulage. La membrane coquilliere est d^coupee au scalpel et les 
cellules sont injectees a I'aide d'un capillaire etire dans la cavite subgerminale du disque blastoderm ique dans un 

40 volume de 1 a 5 uJ, ce qui correspond de 100 a 1500 cellules au maximum. La moyenne des cellules injectees est de 
500 cellules. La fenetre est alors recouverte de membranes coquillieres et scellee. Un morceau de pansement adhesif 
est applique pour parfaire I'etancheite et limiter au maximum r Evaporation. Apres 4 jours d'incubation dans les condi- 
tions optimales, les oeufs sont ouverts et les embryons bien developpes sont transferes dans une coquille plus grande 
et remis en incubation pour finir leur developpement de facon satisfaisante. 

45 [0079] Un certain nombre d'animaux ont ainsi ete obtenus et montrent un taux apparent de chimerisme, phenotypi- 
quement detectable par le marqueur de plumage utilise et caracteristique de la souche des cellules d6rivant de la 
souche donneur, variant de 5% a 90%. Ce chimerisme peut etre obtenu jusqu'a present indifferemment avec des 
cellules derivant de cultures primaires, secondaires, tertiaires. II est a noter que les pourcentages d'animaux chimeres 
et les taux de chimerisme de ces animaux ne varient pas de facon importante en fonction du temps de culture des 

so cellules injectees. Ceci contribue a souligner la capacite du milieu et du procede decrit a maintenir des cellules avec 
un caractere totipotent. 

Exempie : animal controle non injecte (Fig. 7A) 
55 [0080] 

Animal n° 1 786-1 787 a faible taux de chimerisme (5-1 0%) 
Animal n° 1 7B2-1 783 a taux moyen de chimerisme (50%) 
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Animal n° 1740-1741 a fort taux de chimerisme (90%) 
[0081] Ces animaux sont presentes sur les figures 7B a 7D. 
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Revendications 

35 

1. Milieu de culture de cellules embryonnaires totipotentes aviaires du type comportant un milieu de culture pour 
cellules aviaires, caracterise en ce qu'il comprend au moins une cytokine, b-FGF, et SCF. 

2. Milieu de culture selon la revendication 1 , caracterise en ce qu'il comprend des anticorps anti-acide retinoique 
40 (ARM A). 

3. Milieu de culture selon la revendication 1 ou 2, caracterise en ce que la cytokine est choisie parmi le LIF (leukemia 
inhibitory facteur), IL-11 (interleukine-11 ), IL-6 (interleukine-6), CNTF (ciliary neurotrophic factor), oncostatine M 
(OSM) et leurs melanges. 

45 

4. Milieu de culture selon rune des revendications 1 a 3, caracterise en ce qu'il contient au moins une cytokine 
choisie dans le groupe constitue de LIF, IL-11 , IL-6 et leurs differents melanges. 

5. Milieu de culture selon I'une des revendications 1 a 4, caracterise en ce qu'il contient un facteur de croissance 
so analogue de I'insuline qui est l'IGF-1 (insulin-like growth factor-1). 

6. Milieu de culture selon I'une des revendications 1 a 6, caracterise en ce que le facteur de croissance des cellules 
souches SCF est choisi parmi I'a-SCF (avian stem cell factor) et le m-SCF (murine stem cell factor). 

55 7. Milieu de culture selon I'une des revendications 1 a 6, caracterise en ce qu'il comporte un tapis de cellules 
nourricieres. 

8. Milieu de culture selon I'une des revendications 1 a 7, caracterise en ce qu'il contient en outre les composes 
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suivants : 

Serum foetal bovin, 
Serum de poulet, 
Conalbumine, 

Acides amines non essentiels. 
Pyruvate sodium, 
Stock de nucleosides, 
- Hepes(1M) 

(3-mercaptoethanol, 
Penicilline, 
Streptomycine, 
Gentamycine 

avec le stock de nucleosides constitues du melange : adenosine, guanosine, cytidine, uridine et thymidine 
en solution aqueuse. 

9. Milieu de culture selon I'une des revendications 1 a, 8, caracterise en ce qu'il est essentiellement depourvu d'acide 
retinoique actif. 

10. Precede de culture de cellules embryonnaires totipotentes aviaires (ou cellules ES aviaires), caracterise en ce 
que : 

a) On met cn suspension des cellules provenant de disques blastodermiques d'oeufs fecondes dans un milieu 
de culture pour cellules aviaires selon Tune des revendications 1 a 9, 

b) On ensemence un tapis de cellules nourricieres avec la suspension obtenue a Tissue de I'etape a), 

c) On met les cellules a incuber, 

d) Les cellules en culture sont prelevees et purifiees afin de recuperer des cellules ES d'oiseau. 

11. Precede selon la revendication 10, caracterise en ce qu'entre les etapes c) et d), on effectue une ou plusieurs 
additions echelonnees dans le temps, de milieu neuf identique a celui utilise dans I'etape a). 

1 2. Procede selon I'une des revendications 1 0 ou 1 1 , caracterise en ce que le milieu de I'etape a) contient les elements 
suivants : b-FGF, a-SCF, IGF-1 , LIF, IL-11 , IL-6 et des anticorps anti-acide retinoique. 

13. Procede selon I'une des revendications 10 a 12, caracterise en ce que ie milieu de I'etape a) contient en outre 
les composes suivants : 

Serum foetal bovin, 
Serum de poulet, 
Conalbumine, 

Acides amines non essentiels. 
Pyruvate sodium, 
Stock de nucleosides, 
- Hepes(1M) 

p-mercaptoethanol, 
Penicilline, 
Streptomycine, 
Gentamycine 

avec le stock de nucleosides constitues du melange : adenosine, guanosine, cytidine, uridine et thymidine 
en solution aqueuse. 

1 4. Procede selon I'une des revendications 1 1 a 1 3, caracterise en ce qu'entre les etape c) et d), on effectue I'addition 
de milieu neuf au 3 6me jour, puis tous les jours. 

15. Procede selon I'une des revendications 10 a 14, caracterise en ce que I'etape d) est effectuee par traitement 
enzymatique. lavage dans un milieu ne contenant pas de facteur de croissance et centrifugation. 
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16. Procede selon Tune des revendications 10 a 15, caracterise en ce qu'a Tissue de I'etape d), on effectue une 
etape e) dans laquelle, les cellules ES sont reensemencees sur un tapis de cellules nourricieres, en presence de 
milieu selon la revendication 1 , de maniere a obtenir une culture secondaire. 

5 17. Procede selon la revendication 16, caracterise en ce que les etapes d) et e) sont repetees plusieurs fois. 

18. Procede selon Tune des revendications 10 a 1 7, caracterise en ce que le tapis de cellules nourricieres est cons- 
titue de cellules STO mitomycinees ou irradiees. 

10 19. Culture de cellules ES aviaires in vitro susceptible d'etre obtenue par le procede selon Tune des revendications 
10 a 18, ladite culture comprenant un milieu de culture selon la revendication 1 . 

20. Culture de cellules ES aviaires selon la revendication 19, caracterisee en ce qu'elle presente 2 a 3 fois plus de 
colonies positives pour Tactivite alcaline phosphatase par rapport au fond constitue en majorite de cellules faible- 

'5 ment positives. 

21. Culture de cellules ES aviaires selon la revendication 19, caracterisee en ce que les cellules reagissent specif i- 
quement avec au moins un anticorps selectionne parmi ECMA-7, SSEA-1 , SSEA-3, TEC-01, EMA-1 et EMA-6. 

20 22. Culture de cellules ES aviaires selon la revendication 21 , caracterisee en ce que les cellules ne reagissent pas 
avec Tanticorps TROMA-1 . 

23. Culture de cellules ES aviaires selon Tune des revendications 20 a 22, caracterisee en ce que les cellules sont 
modificcs par integration du gene codant pour une proteine heterologue. 

25 

24. Cellule ES aviaire isolee caracterisee en ce qu'elle est alcaline phosphatase positive. 

25. Cellule ES aviaire selon la revendication 24 caracterisee en ce qu'elle reagit specifiquement avec au moins un 
anticorps selectionne parmi ECMA-7, SSEA-1 , SSEA-3 t TEC-01 , EMA-1 et EMA-6. 

30 

26. Cellule ES aviaire selon la revendication 25 caracterisee en ce qu'elle ne reagit pas avec Tanticorps TROMA-1 . 

27. Cellule ES aviaire selon Tune des revendications 24 a 26, caracterisee en ce qu'elle est modifiee. 

35 28. Cellule ES aviaire selon la revendication 27, caracterisee en ce qu'elle est modifiee par integration du gene 
codant pour une proteine heterologue. 

29. Cellule ES aviaire selon Tune des revendications 24 a 28, caracterisee en ce qu'elle contribue a la morphogenese 
des tissus somatiques chez les animaux receveurs. 



40 



45 



so 



55 



30. Cellule ES aviaire selon Tune des revendications 24 a 28, caracterisee en ce qu'elle contribue a la morphogenese 
des tissus germinaux chez les animaux receveurs. 

31. Animal transgenique appartenant a Tespece aviaire comprenant au moins une cellule selon la revendication 28. 
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